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1. 緒言 
 一塩基多型  (Single Nucleotide Polymorphisms: 
SNPs) はヒトゲノムの中で最も高い頻度で現れ
る遺伝子多型であり，個人の身体的特徴，性格，
体質や薬剤感受性などを識別するための遺伝子
マーカーと考えられている．テーラーメイド医療
の実現のために，高感度かつ簡便な SNPs 解析法
の開発が喫緊の課題となっている． 
標的 DNA 上で協同的に発光性希土類金属錯体
を生成させると，発光色の目視判別によって SNPs
塩基を識別可能なことが報告されている．ところ
が，手法において，高い塩基配列特異性を確保す
るために ODN 部位が短く設計されており，形成
した二本鎖 DNA の安定性は低く，解離しやすい
といった問題点があった 1)． 
 本研究では，検出感度の向上を目的として、
ODN とリガンド間をつなぐリンカー部位にシス
テインを導入した新規プローブの開発を行った．
Fig. 1に示すように標的DNA上で形成した錯体を
SS結合によって連結することで，安定な発光性希
土類金属錯体を得ることができると期待される． 
 
Fig. 1. Molecular design of the probes for SNPs analysis. 
 
2. 実験 
2-1. 希土類金属捕捉プローブの合成 (Scheme 1) 
Cys(Mmt)-ODN7 (10 nmol) を 0.5 M 炭酸ナト
リウム緩衝溶液 (pH 9.25) (15 L) に溶解し,そこ
に乾燥DMSO (30 L) に溶解したエチレンジアミ
ン四酢酸二無水物 (0.27 mg，1 mol) を加え，攪
拌後，24時間振とうした．炭酸ナトリウム緩衝液 
(155 L) を加え，6 時間振とうした後，0.5 M 
EDTA溶液 (pH 8.0) を加え，逆相 HPLCにて目的
物前駆体  (EDTA-Cys(Mmt)-ODN7) を単離精製
した．  
EDTA-Cys(Mmt)-ODN7 (10 nmol) に 0.1 M 
TEAA緩衝溶液 (pH 7.00) (12 L)，0.1 M硝酸銀水
溶液 (12 L) を加え溶解させ 30分間振とうした．
その後，0.1 M ジチオスレイトール (DTT) 水溶
液 (10 L) を加え 30分間振とうし，Mmt基を除
去した．上澄み液を回収し，逆相 HPLCにて目的
物 EDTA-Cys-ODN7 を分離精製した後，MALDI 
TOF-MS により同定した  (理論値  [M-H]- = 
2643.56，実測値 m/z = 2642.89)． 
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Scheme 1. Synthesis of capture probe. 
 
2-2. 光増感プローブの合成 (Scheme 2) 
Gly-Cys(Mmt)-ODN 20 (10 nmol) を 0.5 M 炭酸
ナトリウム緩衝溶液 (pH 9.25) (15 L) に溶解し
た．別に，合成したフェナントロリン活性エステ
ル (phen-NHS) (0.3 mg，1 mol) を乾燥 DMSO (30 
l) に溶解した．両者を混合し，十分撹拌した後，
室温で 24 時間振とうした．凍結乾燥後，0.5 M 
EDTA溶液 (pH = 8.0) に溶解し，逆相 HPLCにて
目的物前駆を単離精製した． 
phen-Gly-Cys(Mmt)-ODN 20 (10 nmol) のMmt
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の脱保護は EDTA-Cys(Mmt)-ODN7の場合と同様
な操作で行った．上澄み液を回収し，逆相 HPLC
にて目的物 phen-Gly-Cys-ODN20を分離精製した
後，MALDI TOF-MS により同定した  (理論値 
[M-H]
-
 = 6532.53，実測値 m/z = 6532.84)． 
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Scheme 2. Synthesis of sensitizer probe. 
 
2-3. 蛍光測定 
 EDTA-Cys-ODN 7および phen-Gly-Cys-ODN20 
(各 1.0 nmol) と，TbCl3 (1.0 nmol)，標的 DNA 
(WT27 または Mut27) (1.0 nmol) を，10 mM 
HEPES緩衝液 (1.0 M NaCl，pH 7.0，1 mL) に溶
解し，0℃において酸素雰囲気下において時間分
解蛍光スペクトル測定を行った．また，標的 DNA
非存在下についても同様の測定を行った． 
 
3. 結果・考察 
蛍光測定の評価 
 0°C における時間分解法により発光スペクトル
測定を行った結果を Fig. 2 に示す．標的 DNA 非
存在下では微弱な発光しか確認されなかった．
EDTA-Cys-ODN 7は，標的 DNAが存在しない場
合でも Ln(III)を捕まえていることが想定され，そ
の際，核酸塩基が光増感剤となって微弱な発光を
示したと考えられる．これに対し，完全相補的な
塩基配列を有するWT27存在下において，強い発
光スペクトルが観測された．システインを導入し
た同プローブを用いても，標的 DNA 上で希土類
金属錯体が形成されていると考えられる．一方，
EDTA-Cys-ODN 7の結合部位に 1塩基ミスマッチ
を有するMut27存在下においては，標的 DNA非
存在下同様，有意な発光は得られなかった．しか
し，融解実験より，EDTA-Cys-ODN 7の融点を確
認したところ，システイン導入により SS 結合形
成にともなう，融点の上昇は確認されなかった．
よって，期待した通りプローブ間で SS 結合が形
成していないものと考えられる． 
 比較として片方のプローブのチオール部位の
保護基を脱保護せずに同様の実験を行ったとこ
ろ，発光強度が逆に増加した．これは保護基部位
が光増感剤として機能したためと考えられる．興
味深いことに，EDTA 修飾プローブの方に保護基
を残した方が phen 修飾プローブに保護基を残し
た方より，その強度は強く，両方に保護基を残し
た場合よりも強かった．現在までに配位空間に関
する詳細がわかっていなかったが，これはつまり，
phen 近傍に嵩高い置換基が存在すると phen の配
位が阻害されることを意味しており，phen近傍の
ローカルな構造の変化で発光強度が大きく影響
を受けることが示唆された． 
 
 
Fig. 2. Time-resolved emission spectra (ex = 280 nm) of the solutions 
containing (a) two ODN probes with (WT27 : solid line, Mut27 : 
dashed line) or without (dotted line) targets in presence of Tb3+ at 0°C 
under saturated oxygen. Concentrations of the probes, targets and Tb3+ 
added in the buffered solution (10 mM HEPES containing 1.0 M NaCl, 
pH 7.0) were all 1.0 M. Delay: 50 s; window time: 2 ms; emission 
and excitation slit: 10 nm. (b) Emission intensities for the ternary 
complex, EDTA-Cys(Mmt)-ODN/ phen-Gly-Cys(Mmt)-ODN, 
EDTA-Cys(Mmt)-ODN/ phen-Gly-Cys-ODN, EDTA-Cys-ODN/ 
phen-Gly-Cys(Mmt)-ODN. 
 
4. 結言 
リンカー部位にシステインを有する新規希土
類金属捕捉プローブ，および光増感プローブを合
成した．標的 DNA 上で両プローブが特異的に形
成する発光性錯体により，標的配列の一塩基の差
を識別できることがわかった．期待したようなプ
ローブ間での SS 結合の形成は確認されなかった
が，ミクロ配位場の phen 近傍において，立体障
害などによりローカルな構造変化が起こるとそ
の発光強度は大きく変化することがわかった． 
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